



HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1.  Kualitas Semen Segar Ayam Buras 
 Semen segar ayam buras yang diperoleh dari penampungan 
dengan menggunakan metode betina pemancing kemudian dilakukan 
pemeriksaan secara makroskopis yang meliputi volume, warna, pH, dan 
konsistensi, serta pemeriksaan mikroskopis meliputi motilitas massa, motilitas 
individu, konsentrasi, viabilitas dan abnormalitas. Pemeriksaan tersebut 
dilakukan sebelum pencampuran dengan bahan pengencer dan penyimpanan 
pada suhu 3-5°C. Karakteristik semen segar ayam buras dapat dilihat pada 
Tabel 5.  
Tabel 3 :  Karakteristik Semen Ayam Buras 
Parameter Standar Rataan ± SD 
Makroskopis   
Volume (ml) 0,2-0,5 0,56 ± 0,09 
Warna Putih susu Putih susu 
pH 7,2  7,6 7,50 ± 0,53 
Konsistensi  - Kental  
Mikroskopis   
Motilitas massa +2 +3 
Motilitas Individu (%) 60-80 83,00± 4,83 
Konsentrasi (juta/ml) 3000-7000 4175 ± 736,04 
Viabilitas (%) >70% 89,12 ± 4,98 
Abnormalitas (%) 10-15 10,27 ± 1,66 
 
Tabel 3 menunjukkan bahwa kualitas semen yang diperoleh dari 10 
ulangan berada dalam kondisi normal. Hal ini sesuai dengan pendapat Garner 
dan Hafez (2008) yang digunakan sebagai data standar sebagai pembanding 
dalam tabel di atas. Volume semen yang dalam penelitian masih dalam kisaran 
normal yaitu berkisar antara 0,2- 0,5 ml (Garner dan Hafez, 2008). didapatkan 
rataan volume semen ayam sebanyak 5,56 ± 0,09 ml. Volume semen yang 
digunakan dalam penelitian masih dalam kisaran normal sebagaimana yang 
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dikemukakan oleh Garner dan Hafez (2008) bahwa volum semen ayam berkisar 
antara 0,2- 0,5 ml. Volume yang didapatkan dengan metode penampunagn 
betina pemancing ini diatas volume yang didapatkan dengan menggunakan 
teknik massage sebagaimana yang dilaporkan oleh Wiyanti dkk, (2013) yaitu 
sekitar 0,3 ml dan 0,37 ml menurut Peterrs et al, (2008). Hasil penelitian ini lebih 
tinggi dari yang dilaporkan oleh Gordon (2005) bahwa volume semen pada ayam 
dan kalkun dengan metode massage adalah 0,25 ml. Hasil penelitian ini juga 
sesuai dengan Braque et al., (2003) bahwa volume semen pada spesies ayam  
Gallus domesticus type petelur adalah 0,2-0,8 ml sedangkan pada type pedaging 
adalah 0,3 -1,5 ml. 
Warna semen pada penelitian adalah putih susu, hal ini dinilai normal 
sebagaimana yang dilkemukakan oleh Peters et.al., (2008) bahwa warna semen 
ayam adalah putih susu. Hal senada juga disampaikan oleh Gethachew (2016) 
bahwa  warna semen umumnya putih krem. Pemeriksaan warna dapat sebagai 
indikasi adanya kontaminasi feses dan urin yang menyebabakan semen 
berwarma kecoklatan atau kehijauaan, bahkan teknik massage yang terlalu kuat 
selama penampungan dapat menyebabkan semen terkontaminasi darah. Pada 
penampunagn semen dengan metode betina pemancing tidak didapatkan 
perubahan warna abnormal pada semen ayam, hal ini disebabkan karena 
minimnya manipulasi tangan kolektor pada saat penampungan, rangsaan yang 
terjadi secara alami.  
Pemeriksaan pH dengan pH paper menunjukkan hasil 7,5±0,167, hasil ini 
sesuai dengan Garner dan Hafez (2008) bahwa pH semen ayam antara 7,2-7,6. 
Hal ini senada dengan pernyataan Peters et al., (2008) bahwa semen ayam 
sedikit alkalis dan menurut laporan Donoghue dan wishart (2000) bahwa pH 
semen berkisar antara 6,0- 8,0.  
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Pemeriksaan konsistensi semen dilakukan dengan memiringkan tabung 
penampungan semen secara perlahan lahan, jika semen bergerak sangat lambat 
sesuai kemiringan tabung berarti semen memiliki konsistensi kental, sedangkan 
jika gerak semen lebih cepat maka derajat kekentalan menurun. Pada penelitian, 
semen yang digunakan memiliki konsistensi rata-rata kental. Konsistensi semen 
memiliki korelasi dengan konsentrasi spermatozoa, semakin banyak jumlah 
spermatozoa dalam semen semakin kental konsentrasinya (Ax et al, 2008; 
Susilawati,2011).  
Hasil evaluasi mikroskopik semen segar pada penelitian, didapatkan 
bahwa motilitas massa adalah +3 (6 sampel), dan +2 (4 sampel). Penilaian +3 
adalah sangat baik yang terlihat dengan pemeriksaan menggunakan mikroskop 
adanya gelombang tebal menyerupai awan, sedangkan penilaian +2 adalah baik 
dimana terlihat gelombang yang lebih tipis dan bergerak lambat. Sebagai standar 
penelitian ini semen dengan motilitas massa minimal +2 layak diproses lebih 
lanjut (Susilawati, 2013).  
Rataan motilitas individu semen segar pada penelitian ini adalah  83,00± 
1,527%, hasil ini memenuhi kriteria semen segar yang dapat diproses untuk 
pengenceran yaitu minimal memiliki penilaian motilitas individu minimal 70% . 
Evaluasi Motilotas spermatozoa penting karena merupakan indikator 
spermatozaoa bergerak dengan tepat menuju sel telur sebagai salah satu 
indikasi keberhasilan fertilisasi (Danang et al, 2012; Zahariev, 2007). 
Persentase Viabilitas spermatozoa semen segar dalam penelitian ini 
adalah 89,12 ± 1,577%, penilaian ini termasuk baik sebagaimana yang 
disampaikan oleh Lukman dkk.,(2014) bahwa viabilitas spermatozoa yang baik 
antara 60-75%. Evaluasi abnormalitas semen segar yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah 10,27± 0,53 (%), hal ini dikatakan baik karena di bawah 
20%, menurut Susilawati (2011) dan Ismaya (2014) jika abnormalitas baik primer 
60 
 
maupun sekunder lebih dari 20% memiliki daya konsepsi yang rendah. 
Sedangkan menurut Garner dan Hafez (2008) morfologi abnormal semen ayam 
yang baik tidak lebih dari 10-15%.  
Hasil penghitungan rataan konsentrasi spermatozoa semen segar 
menggunakan haemocytometer adalah 4.175 ± 232  (juta/ml). Hal ini sesuai 
dengan Garner dan Hafez (2008), bahwa konsentrasi spermatozoa ayam 
berkisar antara 3.000-7.000 (juta/ml). Menurut Gordon (2005) konsentrasi 
spermatozoa ayam yang didapatkan dengan metode massage sekitar 5.000 
juta/ml.  Hasil penelitian ini lebih tinggi dari yang dilaporkan Danang dkk., (2012)  
yaitu rata-rata konsentrasi spermatozoa ayam kampung 3.130 (juta/ml). 
5.2. Pengaruh Penambahan Glutathione dal
terhadap Kualitas Spermatozoa Ayam Buras Selama Simpan Dingin 
 
  
5.2.1. Persentase Motilitas Spermatozoa  
Persentase spermatozoa motil merupakan variabel paling utama dalam 
penentuan kualitas semen (Rizal dan Herdis, 2008). Kualitas sampel semen dan 
indikator kemampuan hidup spermatozoa dapat ditunjukkan melalui penilaian 
motilitas spermatozoa (Gethachew, 2016). Motilitas spermatozoa merupakan 
salah satu ukuran penting yang menunjukkan kemampuan spermatozoa 
membuahi ovum dalam proses fertilisasi (Danang et al.,2012; Zahariev, 2007). 
Kualitas spermatozoa yang bagus ditunjukkan dengan tingginya motilitas 
progresif yang akan menentukan kecepatannya sampai pada tempat fertilisasi. 
Rataan motilitas spermatozoa dengan konsentrasi glutathione yang berbeda 







Tabel 4: Rataan Motilitas Spermatozoa Ayam Buras dengan Konsentrasi 
Glutathione yang Berbeda 
Simpan Dingin 
Perlakuan Lama simpan (jam) 
Pengencer 0 4 8 24 32 48 
Po 71±8,76 53±8,23a 42±11,35b    
P1 74± 8,43 56±15,78ab     
P2 77± 4,83 67±9,49b     
P3 67±10,59 48±10,33a     
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
yang sangat nyata (P<0,01). 
 
 
 Tabel 4 menunjukkan rataan persentase motilitas individu dari berbagai 
perlakuan pengencer P0, P1, P2, dan P3. Hasil analisis menunjukkan bahwa 
perlakuan pengencer yang berbeda berpengaruh sangat nyata (P<0,01) 
terhadap motilitas individu spermatozoa ayam buras selama simpan dingin. Uji 
Duncan menunjukkan bahwa semua perlakuan menunjukkan motilitas tertinggi 
dan tidak berbeda sangat nyata (P>0,01) antar perlakuan pada lama simpan jam 
ke-0. 
Lama simpan jam ke-4, semua perlakuan menunjukkan motilitas individu 
yang masih layak untuk IB dimana P2 pada angka tertinggi yaitu 62±9,19% dan 
berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan P0 dan P3, namun tidak berbeda sangat 
nyata dengan P1. Lama simpan jam ke-8, perlakuan P3 menunjukkan kualitas 
yang tidak layak untuk IB, karena motilitas individu kurang dari 40% dan berbeda 
sangat nyata (P<0,01) dengan P0, P1 dan P2, sedangkan perlakuan P0, P1, dan 
P2 masih layak untuk IB. Lama simpan jam ke-24 dan jam ke-32 hanya P2 yang 
masih mampu mempertahankan persentase motilitas individu yang baik, 
sedangkan perlakuan P0, P1 dan P3 berada di bawah 40%. Lama simpan jam ke-
48, semua perlakuan menunjukkan motilitas individu di bawah 40% dimana P3 
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dengan motilitas terendah tidak berbeda sangat nyata dengan P0 dan P1 namun 
berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan P2.  
Berdasarkan hasil pengamatan, perlakuan P2 menunjukkan motitilitas 
individu yang paling tinggi pada setiap jam pengamatan, dibandingkan dengan 
pengencer yang lain. Perlakuan P2 secara signifikan memberikan hasil yang lebih 
baik pada motilitas spermatozoa ayam buras. Kemampuan mempertahankan 
motilititas paling lama selama simpan dingin dari P2 ini, menunjukkan konsentrasi 
yang paling baik. Hal ini berbeda dengan Perlakuan P3 yang dapat 
mempertahankan motilitas hanya sampai jam ke-4 dengan rata-rata 48±3,27%, 
yang bebeda nyata P2, dan merupakan kemampuan mempertahankan motilitas 
spermatozoa paling singkat selama simpan dingin. Hal ini diungkapkan juga oleh 
Thananurak (2015) bahwa penambahan 1 mM glutathione pada media thawing 
semen ayam menunjukkan penurunan motilitas, yang dihubungkan dengan 
rendahnya stabilitas membran karena konsentrasi yang tinggi dari glutathione 
(Buty et al., 2002) meskipun dapat menghambat  pembentukan ROS selama 
penyimpanan.   
  Semakin lama penyimpanan maka energi untuk pergerakan 
spermatozoa yang berasal dari semen semakin habis, sehingga membutuhkan 
energi cadangan dari mitokondria. Garner and Hafez (2008) mengungkapkan 
bahwa untuk mempertahankan motilitas, spermatozoa membutuhkan energi 
yang berasal dari perombakan Adenin trifosfat (ATP) di dalam selubung 
mitikondria yang menghasilkan Adenin difosfat (ADP) dan Adenin monofosfat 
(AMP), energi yang dihasilakn dalam keadaan normal sebagai energi gerak dan 
jika tidak digunakan akan hilang sebagai panas. Keutuhan mitokondria dapat 
membantu dalam mempertahankan motilitas. Dosis yang tepat dari P2 
diasumsikan dapat mencegah kerusakan mitokondria dari efek ROS, sehingga 
dapat memepertahankan motilitas lebih lama.  
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 Proses pendinginan menyebabkan penurunan motilitas sel spermatozoa 
karena mengalami kejutan dingin (cold shock). Sel spermatozoa yang terkena 
kejutan dingin akan lebih cepat mati, karena ketersediaan energi dalam bahan 
pengencer yang semakin berkurang dan meningkatnya tingkat keasaman semen 
akibat spermatozoa yang mati menghasilkan asam laktat dan spermatozoa yang 
mati akan kehilangan kemampuan motilnya (Solihati dkk., 2006). Penurunan 
persentase motilitas spermatozoa selama penyimpanan karena energi yang 
digunakan oleh spermatoza yang berasal dari glyserylphosphorylcholine, fruktosa 
dan sarbitol yang terkandung dalam semen (Garner dan Hafez, 2008) secara 
gradual akan digunakan untuk metabolisme dan perlahan akan menurun. Selain 
hal tersebut, selama penyimpanan dingin juga terjadi stress fisik maupun kimia 
pada membran spermatozoa yang dapat menurunkan kemampuan fertilisasi 
spermatozoa. Kadar asam lemak tak jenuh pada membran spermatozoa sangat 
rentan mengalami peroksidase lipid selama penyimpanan in vitro. Stress oksidatif 
yang terjadi selama simpan dingin menyebabkan terjadinya penurunan motilitas 
dan meningkatkan  persentase sel spermatozoa yang mati (Braque et al., 2003; 
Khan, 2011).  
 Penambahan antioksidan enzimatik glutathione berperan kunci dalam 
detoksifikasi setiap lipid peroksida yang muncul dalam spermatozoa ayam dan 
berperan dalam konversi hidrogen peroksida menjadi komponen kurang 
berbahaya (Khan, 2011). Dosis rendah glutathione tidak mampu menstabilkan 
radikal bebas dalam semen yang disimpan pada suhu 3-5°C. Karena tidak ada 
keseimbangan antara antioksidan dengan ROS, ROS yang semakin meningkat 
dan antioksidan yang rendah menyebabkan stress oksidatif sehingga 
peningkatan peroksidase lipid sehingga terjadi penurunan motilitas (Khan, 2011). 
Hal ini didukung oleh pendapat Wang et al., (2003) bahwa produksi ROS yang 
tinggi akan merusak mitokondria sel spermatozoa, dimana mitokondria memiliki 
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peran dalam motilitas sel, sehingga  tanpa adanya antioksidan yang seimbang 
untuk melawan ROS menyebabkan kemampuan fertilisasi menurun. 
 Sebaliknya, dosis berlebihan glutathione menyebabkan penurunan 
persentase motilitas individu spermatozoa. Penambahan glutathione pada 
pengencer semen yang berlebihan diasumsikan akan menyebabkan kejenuhan 
antioksidan sebagaimana disampaikan oleh Lukman dkk., (2014) bahwa 
-tokoferol  yang berlebihan menyebabkan kejenuhan antioksidan 
dalam pengenceran semen sapi Bali yang disimpan pada suhu 5°C. Antioksidan 
berlebihan yang ditambahkan dalam pengencer semen juga akan berubah 
menjadi pro-oksidan yang menyebabkan stress oksidatif sehingga akan terjadi 
menurunkan motilitas spermatozoa (Hammadeh et al, 2009; Agarwal  and 
Sekhon, 2010). Hal senada juga disampaian oleh Thananurak (2015) bahwa 
pemberian glutathione 1 mM pada pengenceran menurunkan motilitas post 
thawing pada semen beku ayam. Pada penelitian ini, dosis yang tepat dalam 
pengenceran semen ayam agar optimal dalam menangkal radikal bebas selama 
penyimpanan suhu 3-5°C adalah 0,5 mM (P2), yang diharapkan dapat 
meningkatkan fertilitas seprmatozoa ayam. Hal senada juga disampaikan oleh 
Ridwan dan Rusdin (2010) bahwa konsentrasi glutatione dalam pengencer 
semen yang tepat akan meningkatkan atau menjaga kualitas morfologi dan 
motilitas spermatozoa. Gadea et al., (2004) menyatakan bahwa glutathione 
berperan dalam mekanisme pertahanan intraselular melawan stress oksidatif 
dengan cara mendonorkan hidrogen pada radikal hidroksil menjadi glutathione 
teroksidasi. 
 
5.2.2. Persentase Viabilitas Spermatozoa  
Faktor kualitas semen yang menentukan keberhasilan inseminasi buatan 
antara lain viabilitas spermatozoa. Viabilitas  penting karena hanya spermatozoa 
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yang bertahan hidup dalam saluran reproduksi betina yang mampu mencapai 
tempat fertilisasi dan membuahi ovum. Penambahan glutathione dalam 
pengencer Ringer laktat selama simpan dingin  mampu mempertahankan 
viabilitas spermatozoa, namum persentase viabilitas semakin menurun seiring 
dengan lama simpan semen selama pendinginan. Rataan persentase viabilitas 
spermatozoa ayam buras dari masing-masing perlakuan selama penyimpanan 
suhu 3-5°C disajikan pada Tabel 5.  
Tabel 5. Ratataan Viabilitas Spermatozoa Ayam Buras dengan Konsentrasi 
Glutathione yang Berbeda  
Dingin 
Perlakuan  Lama simpan (jam) 
Pengencer 0 4 8 24 32 48 
P0 82,64±10,16    43,18±13,17   
P1 88,88±5,43   61,9±5,99    
P2 86,78±6,41      
P3 83,01±5,16      
Keterangan: Superskrip yang berbeda  pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
yang sangat nyata (P<0,01).  
 
Tabel 5 menunjukkan rataan viabilitas spermatozoa dari perlakuan P0, P1, 
P2, dan P3. Hasil analisis siidk ragam  menunjukkan bahwa perlakuan pengencer 
yang berbeda selama penyimpanan suhu 3-5°C berpengaruh sangat nyata 
terhadap viabilitas spermatozoa (P<0,01). Uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa 
pada jam ke-0 semua perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang sangat 
nyata, dan perlakuan P1 pada persentase viabilitas tertinggi. Lama simpan jam 
ke-0 viabilitas dari semua perlakuan masih memenuhi syarat untuk IB 
sebagaimana yang disampaiakn oleh Ax et al., (2008) dan Lukman dkk., (2014) 
menyatakan bahwa standar minimal persentase viabilitas spermatozoa yang 
dapat digunakan untuk IB adalah berkisar 60-75%.  
Lama simpan jam ke-4, P2 menunjukkan viabilitas yang tertinggi 
dibandingkan dengan perlakuan yang lain yaitu 81,93±5,11%, yang berbeda 
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sangat  nyata dengan P3, namun tidak berbeda sangat nyata dengan P0  dan P1. 
Lama simpan jam ke-8, viabilitas spermatozoa pada perlakuan P3 berada 
dibawah standar yaitu 50±16,57%, dan berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan 
perlakuan P0, P1, dan P2, dimana pada ketiga perlakuan tersebut masih 
memenuhi syarat  untuk IB. P1 dan P2 menunjukkan viabilitas yang baik pada 
lama simpan jam ke-24, sedangkan P0 dan P3  viabilitas spermatozoa berada di 
bawah 60%. Lama simpan jam ke-32, P2 dengan viabilitas 60,6±13,17% berbeda 
sangat nyata (P<0,01) dengan P0, P1, dan P3, sedangkan pada lama simpan jam 
ke-48, semua perlakuan menujukkan viabilitas yang tidak layak untuk IB. 
Selama penyimpanan dingin, Perlakuan P2 menunjukkan viabilitas 
tertinggi dibandingkan dengan P0, P1 dan P3.  Penambahan glutathuine 0,5 mM 
n viabilitas 
dibandingkan dengan perlakuan yang lain. Hal ini menunjukkan bahwa 
glutathione dapat mengurangi radikal bebas akibat stress oksidatif selama 
penyimpanan suhu 3-5°C, sehingga mencegah kerusakan membran plasma 
spermatozoa akibat adanya tekanan fisik dan kimia yang dapat menurunkan 
viabilitas spermatozoa dan kemampuan fertilisasi (Gadea et al., 2007). Hal 
senada juga disampaikan oleh Triwulaningsih (2003) bahwa pemberian 0,5 mM 
gluttahione dalam medium pengencer semen sapi memberikan hasil terbaik pada 
viabilitas selama penyimpanan 5°C, sedangkan perlakuan konsentrasi 
glutathione yang lebih rendah atau berlebihan pada pengencer Ringer Laktat  
akan menurunkan persentase viabilitas spermatozoa.  
 
5.2.3. Persentase Abnormalitas Spermatozoa  
Morfologi spermatozoa yang abnormal sangat berhubungan dengan daya 
fertilitas ternak, abnormalitas ternak lebih dari 20% dapat menurunkan 
kemampuan fertilisasi spermatozoa (Susilawati, 2011). Menurut Garner dan 
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Hafez (2008) pada bangsa unggas morfologi normal spermatozoa harus 
memenuhi persentase sekitar 85-90%, yang artinya spermatozoa abnormal tidak 
boleh lebih dari 15 % agar layak digunakan untuk inseminasi. Rataan 
abnormalitas spermatozoa dari masing-masing perlakuan selama penyimpanan 
suhu 3-5°C tertera pada Tabel 6. 
Tabel 6. Rataan Abnormalitas Spermatozoa pada Ayam Buras dengan 
Konsentrasi Glutathione dalam Pengencer Ringer  Selama Simpan 
Dingin  
Perlakuan Lama simpan (jam) 
Pengencer 0 4 8 24 32 48 
Po 12,55±1,90 1,92±5,    26,59±2,  26,86±2,  
P1 12,46±1,64 14,33±3,    27,84±2,  31,28±2,  
P2 11,3±1,38 12,91±1,  13,66±1,   21,16±1,  25,13±2,  
P3 13,53±1,54 19,67±4,    30,88±3,  33,65±3,  
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
yang sangat nyata (P<0,01). 
 
 
Tabel 6 menunjukkan rataan persentase abnormalitas pada pengencer 
P0, P1, P2 dan  P3 selama penyimpanan suhu 3-5°C. Berdasarkan analisis sidik 
ragam menunjukkan perlakuan pengenceran berpengaruh sangat nyata (P<0,01) 
terhadap abnormalitas spermatozoa ayam buras selama penyimpan suhu 3-5°C. 
Uji Duncan menunjukkan bahwa pada lama simpan jam ke-0 dan jam ke-4, 
semua perlakuan menunjukkan abnormalitas yang masih dapat ditolerir, yaitu di 
bawah 20%. Lama simpan jam ke-8, Perlakuan P2 menunjukkan abnormalitas 
yang paling rendah dibandingkan perlakuan yang lain yaitu 13,66±1,11% , dan 
hasil ini berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan P0, P1 dan P3.. Lama simpan jam 
ke-24 sampai dengan jam ke-48 semua perlakuan menunjukkan rataan 
abnormalitas di atas 20% selama penyimpanan suhu 3-5°C, sehingga pada lama 
simpan tersebut tidak layak untuk IB.  
Perlakuan P0, P1, P2 dan P3 menunjukkan abnormalitas paling tinggi pada 
lama simpan 48 jam yaitu yaitu 26,86±0,68%; 31,28±0,88%; 25,13±0,71% dan 
33,65±0,97%. Perlakuan P3 pada jam ke-48 merupakan abnormalitas tertinggi 
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diantara pengencer dan lama simpan yang lain. Abnormalitas yang banyak 
ditemukan pada penelitian ini adalah kepala berbentuk bulat, kepala berukuran 
lebih besar, kepala terputus, bagian mid piece membelok, dan ekor menggulung. 
Semakin lama waktu penyimpanan pada suhu dingin maka semakin tinggi pula 
persentase abnormalitas spermatozoa. Hal ini diungkapkan oleh Solihati et al., 
(2006) bahwa semakin lama penyimpanan akan semakin bertambah 
spermatozoa yang mati karena terjadi kerusakan membran plasma spermatozoa 
sehingga semakin meningkatnya spermatozoa yang abnormal. Spermatozoa 
dengan abnormalitas yang tinggi akan mempengaruhi kemampuan fertilisasi 
sehingga rendahnya abnormalitas menjadi syarat kualitas spermatozoa untuk 
inseminasi. 
Abnormalitas digolongkan menjadi abnormalitas primer dan sekunder. 
Abnormalitas primer terjadi saat proses spermatogenesis yang  berhubungan 
pada kepala dan akrosom, sedangkan abnormalitas sekunder terjadi setelah 
proses spermatogenesis, saat ejakuasi, penampungan, evaluasi semen dan 
prosesing semen. Abnormalitas primer umunya berupa kelainan pada kepala 
(terlalu besar atau kecil, kepala lebih dari satu), ekor dua (double tail). 
Abnormalitas sekunder  ditandai dengan ekor putus, ekor melingkar dan bagian 
mid piece terbelit (Ax et al ., 2008; Susilawati, 2011, Rizal dan Herdis, 2008). 
Visualisasi abnormalitas spermatozoa ayam buras dengan pewarnaan eosin 




Gambar 5. Abnormalitas Spermatotoza Ayam Buras, Spermatozoa 
Normal (a); spermatozoa abnormal (b,c,d,e,f,g,h) 
 
Gambar 5 menunjukkan abnormalitas spermatozoa ayam buras yang 
terlihat pada daerah kepala, mid piece maupun ekor yaitu kepala membulat (d), 
kepala menekuk (f), mid piece menekuk (b, h), mid piece putus (c), pangkal ekor 
menekuk (g), dan ekor menekuk (e). Abnormalitas kepala terjadi saat 
spermatogenesis dalam tubuliseminiferus sedangkan abnormalitas bagian ekor 
terjadi karena pengenceran dan faktor lingkungan termasuk penyimpanan dan 
proses pendinginan (Danang dkk., 2012). Menurut Braque et al., (2003) 
terjadinya peroksidase lipid selama penyimpanan in vitro dapat menyebabkan 
abnormalitas pada mid piece, penurunan kemampuan spermatozoa untuk fusi 
dengan ovum dan menurunkan kemampuan fertilisasi. Pada penelitian ini 
ditemukan juga abnormalitas bagian kepala dengan ukuran lebih besar seperti 











Gambar 6. Abnormalitas Spermatozoa: Ukuran Kepala Lebih Besar  
Moreno et al., (2016) menjelaskan bahwa kemampuan spermatozoa 
bertahan hidup selama penyimpanan dapat dihubungkan dengan ukuran dan 
bentuk spermatozoa,  bahwa ukuran kepala spermatozoa dipengaruhi volume air 
yang diangkut oleh sel, begitu pula permeabilitas membran sel terhadap media 
air, hal ini mempengaruhi kemampuan bertahan hidup dari sel spermatozoa. 
Spermatozoa yang mengalami kerusakan membran permeabilitasnya menurun 
sehingga ukuran sel menjadi besar karena menyerap air  dari media 
penyimpanannya. 
 
5.3. Pengaruh Lama Simpan Semen terhadap Kualitas Spermatozoa pada 
Konsentrasi Glutathione yang Berbeda  
 
5.3.1. Persentase Motilitas Spermatozoa  
Motilitas spermatozoa adalah salah satu ukuran kemampuan spermatozoa 
membuahi ovum dalam proses fertilisasi (Danang dkk., 2012). Hal ini diperjelas 
oleh Breque et al., (2003) bahwa migrasi spermatozoa ke bagian 
penyimpanannya dalam saluran reproduksi betina sangat ditentukan oleh 
motilitas progresif. Pada penelitian ini motilitas spermatozoa menurun seiring 
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dengan lama simpan semen dalam suhu 3-5°C. Motilitas tertinggi terlihat dari 
penyimpanan jam ke-0, yaitu sesaat setelah dilakukan pengenceran dan 
penyimpanan semen. Motilitas individu spermatozoa ayam buras pada lama 
simpan yang berbeda pada suhu 3-5°C dengan beberapa konsentrasi 
glutathione mengalami penurunan secara bertahap. Grafik motilitas individu dari 
setiap jam pengamatan pada masing-masing perlakuan  tersaji pada Gambar 7.  
 
Gambar 7. Motilitas Individu Selama Penyimpanan Suhu 3-5° 
 
Berdasarkan grafik pada Gambar 7 menunjukkan bahwa terjadi 
penurunan motilitas spermatozoa selama 48 jam penyimpanan pada suhu 3-5°C 
di semua perlakuan pengenceran. Pada lama simpan yang berbeda 
menunjukkan motilitas yang berbeda-beda  pula pada setiap perlakuan, yang 
berarti bahwa lama simpan memiliki pengaruh terhadap motilitas individu 
sepermatozoa ayam buras.  Potensi antioksidan dalam plasma semen tidak 
dapat mencegah kerusakan pada spermatozoa disebabkan peroksidasi selama 
penyimpanan in vitro. Hal di atas jelas menunjukkan bahwa kerentanan 
Polyunsaturated fatty acid (PUFA) terhadap peroksidasi merupakan faktor 
pembatas utama penyimpanan spermatozoa in vitro pada spesies unggas 
(Braque et al., 2003). Rataan motilitas individu pada lama simpan yang berbeda 
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Tabel 7. Rataan Motilitas Individu Spermatozoa Ayam Buras pada Lama Simpan 
yang Berbeda pada Suhu 3-5°C dengan Berbagai Konsentrasi 
Glutathione  
Perlakuan Pengencer 
lama simpan (jam) Po P1 P2 P3 
0     
4     
8     
24  37±12,52  45±13,54   
32 22±10,30     
48     
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
yang sangat nyata (P<0,01). 
 
 
 Tabel 7 menunjukkan bahwa motilitas individu semakin menurun selama 
penyimpanan baik pada perlakuan Po, P1, P2 maupun P3. Hasil analisa sidik 
ragam menunjukkan bahwa lama simpan yang berbeda berpengaruh sangat 
nyata (P<0,01) pada motilitas individu spermatozoa. Uji Duncan menunjukkan 
bahwa pada perlakuan kontrol yaitu Ringer
bahwa semen yang masih layak digunakan untuk IB adalah pada jam ke 0, 4 dan 
8. Hal ini sesuai pendapat Solihati et al., (2006) bahwa semen harus memiliki 
motilitas individu minimal 40% sebelum digunakan untuk IB. Hasil penelitian ini 
berbeda  dengan hasil yang dilaporkan oleh Danang dkk., (2012) bahwa motilitas 
spermatozoa ayam kampung dalam pengencer Ringer dapat dipertahankan 
sampai jam ke-18 yaitu 47,0±5,87% pada penyimpanan suhu 4°C. Larutan 
spermatozoa karena mengandung mineral yang berperan sebagai buffer dan 
bersifat isotonik (Solihati dkk., 2006, Danang dkk., 2012). 
Penggunanaan Ringer Laktat sebagai pengencer semen ayam dapat 
memenuhi syarat sebagai buffer yang mampu menjaga pH selama penyimpanan 
dingin. Adanya ion Na, K dan Cl berpengaruh pada keseimbangan asam dan 
basa. Ion Natrium laktat akan diubah menjadi natrium bikarbonat untuk 
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mengoreksi keadaan asam yang berlebihan (asidosis). Ion-ion tersebut juga 
berperan dalam menjaga osmolaritas terutama ion Natrium yang hampir sama 
dengan osmolaritas plasma semen ayam yaitu 145 mEq/L (Kharayat, 2016). 
Getachew (2016) menambahkan bahwa l yang dimodifikasi 
dengan menambahkan Magnesium sulphat dan Sodium bicarbonat  akan 
membantu mempertahankan motilitas, sebagaimana dilaporkan oleh Juyena and 
Steletta (2012) bahwa ion Magnesium berperan penting pada motilitas 
spermatozoa.  
 Perlakuan P1 dengan penambahan 0,1 mM glutathione dalam 
-8 dengan 
rata-rata sebeesar 46±17,33%, sehingga jam ke-0, 4 dan 8 masih layak untuk IB, 
sedangkan lama simpan setelah jam ke-8 tidak memenuhi syarat untuk IB. 
Perlakuan P2 mampu mempertahankan motilitas individu sampai jam ke-32, 
yang berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan motilitas pada jam ke 48, perlakuan 
P2 ini memberikan motilitas individu yang paling tinggi yaitu 77± 4,83% pada 
lama simpan jam ke-0 yang berbeda sangat nyata dengan hasil rataan motilitas 
pada jam ke- 4 sampai jam ke-48, namun antara lama simpan jam ke-4 dan ke-8 
tidak berbeda nyata. Perlakuan P3 hanya mampu mempertahankan motilitas 
pada jam ke-4 dengan rataan 48±10,33%, yang berbeda sangat nyata (P<0,01) 
dengan rataan motilitas pada jam ke-0 dan jam ke -8 sampai jam ke-48. 
 
5.3.2. Persentase Viabilitas Spermatozoa 
Salah satu penentu kualitas semen adalah viabilitas spermatozoa, karena 
berkaitan dengan kemampuan hidup sel spermatozoa sehingga sanggup 
membuahi  ovum. Spermatozoa yang mati dan tidak dapat mencapai tempat 
fertilisasi (Braque et al., 2003). Lama simpan yang berbeda mempengaruhi 
kemampuan viabilitas spermatozoa dan akan semakin menurun seiring dengan 
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lama simpan yang bertambah. Grafik viabilitas dari lama simpan pada suhu 3-
5°C pada berbagai pengencer tertera pada Gambar 8. 
 
Gambar 8. Viabilitas Spermatozoa dari Lama Simpan yang Berbeda pada Suhu 
3-5°C 
 
Gambar 8 menunjukkan bahwa viabilitas menurun seiring dengan 
bertambahnya lama simpan. Rataan vabilitas selama penyimpanan suhu 3-5°C 
pada konsentrasi glutathione yang berbeda disajikan pada Tabel 8. 
Tabel 8. Rataan Viabilitas Spermatozoa Ayam Buras dari Lama simpan yang 
berbeda pada suhu 3-5°C pada Berbagai Konsentrasi Glutathione  
Perlakuan Pengencer  
Lama simpan (jam) P0 P1 P2 P3 
0   86,78±6,41   
4     
8   79,26±8,   
24 49,54±12,  61,9±5,99    
32 43,18±13,17    31,38±18,  
48    25,16±13,  
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
yang sangat nyata (P<0,01). 
 
Tabel 8 menunjukkan bahwa lama simpan yang berbeda berpengaruh 
sangat nyata (P<0,01) terhadap viabilitas spermatozoa  ayam buras. Semen 
ayam dengan perlakuan yang berbeda mengalami penurunan seiring dengan 
bertambahnya lama simpan pada suhu 3-5°C.  Hasil Uji Duncan menunjukkan 
bahwa persentase hidup spermatozoa pada masing-masing perlakuan lama 






















sangat nyata (P<0,01). Menurut Isnaini (2000), daya hidup spermatozoa ayam 
pada suhu ruang tanpa pengencer hanya mampu bertahan selama 30 menit, 
s, mampu bertahan lebih lama yaitu 3 jam 
(Suyadi dan Isnaini, 2000). Pada penelitian ini viabilitas spermatozoa ayam 
kampung pada perlakuan P0 yaitu pengencer Ringer mampu 
bertahan sampai jam ke-8 pada suhu 3-5°C,dengan rataan viabilitas sebesar 
64,2±7,29%, hasil ini berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan rataan viabilitas 
spermatozoa pada jam ke 0, 24, 32 dan 48 dan tidak berbeda sangat nyata 
dengan viabilitas pada jam ke-4. Hal ini sesuai dengan Lukman dkk., (2014) 
menyatakan bahwa standar minimal persentase viabilitas spermatozoa yang 
dapat digunakan untuk inseminasi buatan adalah berkisar 60-75%. 
Perlakuan P1 dengan penamabahan 0,1 mM glutathione dalam 
viabilitas sampai jam ke -24 lebih 
lama dari pada perlakuan P0, yaitu pada rataan viabilitas 61,9±5,99%, hasil ini 
berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan rataan viabilitas pada jam ke-0,4, 32 dan 
48 namun tidak berbeda sangat nyata dengan lama simpan jam ke-8. Perlakuan 
P2 yaitu penambahan 0,5 mM glutathione dalam pengen s, viabilitas 
spermatozoa bertahan sampai jam ke-32 pada rataan viabilitas 60,6±13,17%, 
dimana rataan ini tidak berbeda sangat nyata dengan rataan viabilitas pada jam 
ke-24, namun  berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan lama simpan jam ke-0, 4, 
8, dan 48. Pada konsentrasi 0,5 mM glutathione mampu mempertahankan 
viabilitas lebih lama karena dengan adanya konsentrasi glutathione yang tepat 
penyimpanan dingin suhu 3-5°C. Glutathione sebagai antioksidan primer 
berfungsi mencegah terbentuknya radikal bebas baru karena dapat merubah 
radikal bebas yang ada menjadi molekul yang kurang berdampak negatif 
sebelum sempat bereaksi dengan radikal bebas tersebut (Feradis, 2009). 
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Sedangkan penambahan 1 mM glutathione dalam Ringer
(P3) hanya mampu memepertahankan viabilitas sampai jam ke-4 pada rataan 
viabilitas 64,02±13,13%, yang berbeda sangat nyata dari lama simpan pada jam 
ke-0, 8, 24,32 dan 48.  
Tabel 8 menunjukkan bahwa semakin lama waktu simpan pada suhu 3-
5°C semakin menurun persentase viabilitas spermatozoa pada berbagai 
konsentrasi glutathione. Penurunan viabilitas spermatozoa selama penyimpanan 
terjadi karena kerusakan membran yang menyebabkan tekanan osmotik ke 
dalam sel  (Lukman dkk., 2014). Kerusakan membran sel spermatozoa 
berdampak pada sifat permeabel membran tersebut yang tidak mampu 
menyeleksi keluar masuknya zat warna eosin-nigrosin dalam plasma 
spermatozoa. Visualisasi spermatozoa hidup dan mati tertera pada Gambar 9. 
Sel spermatozoa yang hidup tidak menyerap warna karena membran plasma 
yang masih utuh sebagai pelindung sel, sedangkan spermatozoa yang  mati 
telah rusak membran plasma nya, sehingga menyerap warna (Susilawati, 2011). 
Kerusakan membran karena perosidase lipid selama pendinginan dapat 
mempercepat hilangnya ATP intraselular karena kerusakan axonema yang akan 
menurunkan viabilitas (Agarwel et al., 2014). 
 
Gambar 9: Viabilitas Spermatotoza Ayam Buras dengan Pewarnaan Eosin-





5.3.3. Persentase Abnormalitas Spermatozoa  
 Parameter kualitas spermatozoa yang penting juga adalah 
persentase morfologi normal, sesuai dengan pendapat Garner and Hafez (2008) 
bahwa morfologi normal ayam yang baik berkisar antara 85-90%, artinya 
persentasi spermatozoa yang abnormal maksimal 15%. Pada penelitian ini 
abnormalitas spermatozoa ayam buras meningkat seiring dengan bertambahnya 
lama simpan, sebagaimana tertera pada Gambar 10.  
 
Gambar 10. Abnormalitas Spermatozoa dari lama simpan yang berbeda pada 
suhu 3-5°C 
 
Gambar 10 menunjukkan bahwa lama simpan yang berbeda berpengaruh 
pada abnormalitas spermatozoa. Selama penyimpanan dingin terjadi kenaikan 
abnormalitas spermatozoa. Rataan abnormalitas spermatozoa pada lama simpan 
yang dan konsentrasi glutathione yang berbeda tertera pada Tabel 9. 
Tabel 9. Rataan Abnormalitas  Spermatozoa Ayam Buras dari Lama Simpan 
yang Berbeda pada suhu 3-5°C pada Berbagai Konsentrasi 
Glutathione 
Perlakuan Pengencer 
lama simpan (jam) Po P1 P2 P3 
0 12,55±1,  12,46±1,  11,3±1,  13,53±1,  
4 18,92±5,  14,33±3,   19,67±4,  
8  20,43±3,  13,66±1,11  24,57±5,  
24 23,87±2,53  24,47±2,96   29,7±5,  
32    30,88±3,  
48     
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan 
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Berdasarkan analisis sidik ragam menunjukkan bahwa lama simpan yang 
berbeda berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap abnormalitas spermatozoa 
ayam buras. Menurut Feradis (2009) dan Agarwal et al., (2014)  bahwa 
kerusakan morfologi terutama pada bagian mid piece dapat meningkat karena 
kerusakan membran akibat peroksidase lipid selama penyimpanan dingin.  
Tabel 9 menunjukkan bahwa perlakuan P0, P1 dan  P 3 mampu 
memberikan persentase abnormalitas spermatozoa layak IB hanya sampai jam 
ke-4. Sedangkan perlakuan P2 mampu memberikan persentase  abnormalitas 
paling rendah sampai jam ke-8 yaitu dengan rataan 13,66±0,31%, hal ini 
menunjukkan kemampuan mempertahankan persentase morfologi normal yang 
paling lama pada penyimpanan suhu 3-5°C. 
 
5.4. Uji Fertilitas Telur Hasil Inseminasi Buatan 
dan  glutathione pada penyimpanan suhu 3-5°C 
 
 
Kualitas spermatozoa secara in vitro dapat digunakan sebagai dasar 
dalam memperkirakan kemampuan fertilisasi spermatozoa, namun keberhasilan 
dalam membuahi ovum penting untuk diuji secara in vivo. Ukuran keberhasilan 
inseminasi Buatan pada ayam adalah persentase fertilitas telur. Fertilitas ini 
menandakan terjadinya pembuahan antara spermatozoa dan ovum dalam 
saluran reproduksi ayam betina. Fertilitas telur merupakan jumlah telur yang fertil 
dari sejumlah telur yang di inkubasi hasil inseminasi buatan (Saleh dan Isyanto, 
2011).  
Fertilitas adalah suatu hal yang pertama dan paling penting dalam usaha 
pengembangan breeding pada unggas. Jumlah telur yang fertil yang dihasilkan 
pada penetasan menentukan profitabilitas dalri seekor ayam. Meskipun pejantan 
dan betina keduanya memberikan pengaruh pada penurunan fertilitas, namun  
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angka fertilitas yang rendah dianggap sebagai masalah  besar pada pejantan 
(Khan, 2011). 
Pada unggas, uji kualitas spermatozoa mempunyai hubungan yang 
signifikan terhadap kemampuan fertilisasi. Prinsip umum uji kualitas spermatozoa 
menggambarkan beberapa fungsi spermatozoa yang ditunjukkan selama 
interaksinya di dalam saluran reproduksi betina dan ovum. Pada experimen yang 
lain uji, fertilitas dikatakan memiliki hubungan yang rendah dengan uji kualitas 
spermatozoa. Hal yang menyebabkan rendahnya hubungan antara uji kualitas 
spermatozoa dan kemampuan fertilisasi karena interaksi tersebut melibatkan 
banyak faktor sedangkan pengujian fertilitas hanya memeperhatikan sedikit 
variabel (Wishart, 2009).  
Uji fertilitas telur pada penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
perbedaan nilai kenyataan dengan nilai harapan persentase fertilitas telur hasil 
IB dengan pengencer semen yang digunakan untuk IB. Pengujian utama adalah 
pengencer terbaik hasil dari penelitian t  dengan 
penambahan antioksidan gutathione 0,5 mM yang telah disimpan pada suhu 3-
5°C selama 8 jam (P2)  Sebagai pembanding dilakukan juga uji fertilitas dari 
semen dengan pengencer Ringer  dengan lama simpan yang sama yaitu 8 jam 
(P1) dan semen segar dengan  (P0). 
Parameter uji fertilitas adalah persentase jumlah telur yang fertil dari 
sejumlah telur yang diinkubasi dengan mesin tetas yang dilakukan 
peneropongan pada hari ke-7 waktu inkubasi (Solihati dkk., 2006). Hasil 
persentase fertilitas telur dengan berbagai pengencer semen tertera pada Tabel 
8. Fertilitas telur  dihitung dari total telur yang fertil dibagi dengan total telur yang 
diinkubasi dikalikan 100% (Modupe, 2013). Hasil persentase  fertilitas telur ayam 




Tabel 10. Rataan Fertilitas Telur Ayam Buras pada Tiap Perlakuan 
Perlakuan 
 






Berdasarkan Tabel 10, persentase fertilitas tertinggi ditunjukkan oleh 
s
dari sem s setelah penyimpanan 8 jam pada 
suhu 3-5°C menunjukkan penurunan fertilitas yaitu 34 % (P1)  dan penambahan 
0,5mM glutathione dalam penyimpanan 8 jam pada suhu 3-5°C menunjukkan 
fertilitas sebesar  42 %  (P2). Hal ini sesuai hasil penelitian Solihati dkk., (2006) 
bahwa fertilitas menurun pada IB dengan semen yang telah disimpan pada suhu 
4-5°C pada lama simpan 1 jam (43,24%), 24 jam (21,68%) dan 48 jam (10,32%). 
Hasil penelitian yang dilaporkan Saleh dan Isyanto (2011) menunjukkan bahwa 
pada penyimpanan 10°C menghasilkan fertilitas yang semakin menurun yaitu 
pada lama simpan 0 jam, 1 jam, 2 jam dan 3 jam dengan hasil fertilitas berturut-
turut sebesar 80,80%, 60,50%, 57,68%, dan 56,18%. Perbedaan hasil dari 
penelitian karena beberapa faktor antara lain strain ayam, umur ayam, deposisi 
semen, konsentrasi semen, jumlah spermatozoa yang diinsemiansikan, jenis 
pengencer dan lama koleksi telur (Modupe et. al., 2013).  
Inseminasi Buatan menggunakan semen segar dengan pengencer 
penelitian Ridwan dan Rusdin (2008) yang melakukan IB menggunakan semen 
%. Hasil 
penelitian ini juga menunjukkan fertilitas telur yang lebih tinggi dari penelitian 
Tabatabaei (2010) yang melakukan IB menggunakan semen segar dengan 
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persentase fertilitas optimum yaitu 72,37±5,28%. Hasil penelitian ini lebih rendah, 
jika dibandingkan dengan IB pada ayam broiler dengan dosis 200 juta per 
inseminasi menghasilkan fertilitas 89,12±3,74%  
(Tabatabaei, 2010). Hal ini karena pengencer R -laktat  
diperlukan untuk mempertahankan pH larutan dan tekanann osmotik larutan 
(Danang, dkk., 2012). Pelaksanaan IB dilakukan paling lama 30 menit setelah 
koleksi semen sehingga belum terjadi metabolisme dan stress oksidatif yang 
berlebihan dibandingkan semen yanag dilakukan penyimpanan dingin. Hal ini 
diperjelas oleh Getachew (2016) bahwa semen unggas akan kehilangan 
viabilitas lebih dari 1 jam, sehingga inseminasi harus dilakukan sesegera 
mungkin setelah koleksi semen.   
Hasil analisis antara pengencer dengan persentase fertilitas dilakukan 
dengan uji non parametrik chi square. Berdasarkan nilai chi square yang lebih 
besar dari pada nilai tabel chi square, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 
sangat nyata (P<0,01) antara frekuensi yang teramati dengan frekuensi harapan 
pada perlakuan pengenceran terhadap persentase fertilitas telur. Persentase 
fertilitas yang diharapkan dari IB pada ayam adalah 89% (Tabatabaei, 2010). 
Pada penelitian ini, IB yang dilakukan menggunakan konsentrasi spermatozoa 
yang sama, tempat deposisi semen, inseminator dan waktu IB yang sama namun 
pengencer dan penyimpanan semen yang berbeda meghasilkan angka fertilitas 
yang berbeda.  Hal ini sesuai pendapat Donoghue and Wishart (2000) bahwa 
variasi hasil analisis fertilitas disebabkan oleh pengencer yang berbeda, waktu 
insemiansi, kedalaman deposisi semen pada vagina, dosis spermatozoa dan 
frekuensi IB. Penyimpanan semen bisa berkisar antara 6-48 jam pada suhu 
dingin, namun fertilitasnya menurun setelah penyimpanan 6 jam, bahkan 
penyimpanan lebih dari 24 jam akan semakin menurunkan angka fertilitas, 
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karena diperkirakan lebih dari 30% spermatozoa  yang hidup setelah 
penyimpanan 24 jam tidak mampu bertahan mencapai oviduct (Donoghue and 
Wishart , 2000). 
Persentase Fertilitas telur pada IB dengan semen yang telah disimpan 
selama 8 jam pada suhu 3-
ini diperkirakan karena selama simpan dingin spermatozoa mengalami stress 
oksidatif dan cold shock. Semen ayam mengandung berbagai macam asam 
lemak tak jenuh yang teroksidasi selama penyimpanan menghasilkan Reactive 
Oxygen Spesies (ROS). Oksigen spesies sangat aktive dalam level seluler 
menghasilkan berbagai derajat kerusakan sel spermatozoa. Sel spermatozoa 
rentan terhadap lipid peroksidase oleh radikal bebas seperti Hidrogen peroksida, 
Superoksid anion, dan hydroxyl radical yang pada akhirnya menyebabkan 
kerusakan struktur membran seprmatozoa selama penyimpanan aerobic 
(Donoghue and Wishart, 2000; Zeitoun and Aldamegh., 2015). Cold shock 
selama penyimpanan semen memicu terjadinya stress pada membran sel 
spermatozoa melalui radikal bebas sehingga menyebabkan kerusakan 
spermatozoa (Sanocka and Kupisz, 2004; Thuwanut el al., 2011). Kerusakan 
pada membran spermatozoa berdampak pada rendahnya kemampuan fertilisasi 
dari  spermatozoa yang secara in vivo ditunjukkan dengan rendahnya angka 
fertilitas telur.  
Upaya dalam melindungi sel spermatozoa selama penyimpanan dari 
kerusakan fisik maupun kimia antara lain adalah penambahan antioksidan 
enzymatic secara exogen atau penambahan dalam pengencer semen. Salah 
satu antioksidan itu adalah glutathione.  Antioksidan memiliki mekanisme 
pertahanan dalam melawan lipid peroksidase dari semen dan memelihara 
motilitas dan viabilitas spermatozoa (Maia et al., 2009). Penambahan antioksidan 
glutathione dalam pengencer semen diharapkan menurunkan tingkat kerusakan 
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membran spermatozoa sehingga kemampuan fertilisasi spermatozoa dapat 
dipertahankan.  
 Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa persentase fertilitas telur dari 
pengencer semen ayam yang telah ditambah dengan antioksidan glutathione 0,5 
mM adalah sebesar 42%, hasil ini belum mampu menunjukkan fertilitas yang 
tinggi sebagaimana IB dengan semen segar tanpa penyimpanan. Penambahan 
antioksidan glutathione diharapkan dapat menangkal reaksi peroksidase lipid 
sehingga mampu bertahan selama penyimpanann dingin. Berdasarkan hasil 
evaluasi spermatozoa selama penyimpanan dingin 8 jam,  secara visual masih 
menunjukkan kualitas spermatozoa yang layak untuk IB yang dilihat dari 
parameter motilitas individu 62%, viabilitas 79,26% dan abnormalitas 
spermatiozoa 13,66%. Akan tetapi uji in vivo melalui aplikasi IB belum mampu 
menunjukkan fertilitas yang lebih baik dibandingkan  IB dengan semen segar. 
Hal senada dilaporkan pula oleh Thananurak (2015) bahwa penambahan 
glutathione 0,5 mM pada post thawing semen beku ayam selama 1 jam, 
persentase fertilitasnya mencapai 62,08 ±1,23% dan lebih rendah dibandingkan 
IB tanpa penambahan glutathione dalam pengencer semen.  
Menurut Donoghue and Wishart (2000), kemampuan fertilisasi dari semen 
beku unggas setelah di thawing dipengaruhi oleh dosis spermatozoa, frekuensi 
inseminasi dan deposisi semen dalam saluran reproduksi betina. Deposisi semen 
dilakukan pada bagian intravaginal, spermatozoa akan menuju daerah 
uterovagina sebagai Sperm Storage Tubules (SSTs) yang selanjutnya akan 
melakukan pergerakan menuju infundibulum untuk melakukan fertilisasi. Akan 
tetapi hanya spermatozoa yang potensial dan terseleksi yang dapat mencapai 
tempat fertilisasi (Ridwan dan Rusdin, 2008). Spermatozoa dapat kehilangan 
fertilitas walaupun secara visual masih hidup karena untuk mencapai tempat 
fertilisasi dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain adalah transport melewati 
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vagina masuk ke dalam Sperm Storage Tubules (SSTs) yang memerlukan 
motilititas progresif spermatozoa. Akan tetapi Motilitas yang tepat tidak cukup 
untuk memastikan pembuahan, karena spermatozoa harus melewati proses 
fisiologis kapasitasi dalam saluran reproduksi betina. Transport dari SSTs 
menuju infundibulum juga memerlukan kontraksi uterus. Setelah sampai pada 
tempat fertilisasi membutuhkan pengikatan antara bagian inner periviteline 
(Wishart., 2009).  
Breque et al., (2003) juga menjelaskan bahwa spermatozoa sebelum 
sampai pada fertilisasi akan melewati proses seleksi yang dipengaruhi oleh 
lingkungan biokimiawi dalam oviduct. Spermatozoa yang motil progresif dan 
memiliki morfologi normal yang akan mencapai SSTs yang diperkirakan 1-2% 
dari total spermatozoa yang di deposisikan pada intravagina dan hanya 1% yang 
akan mencapai infundibulum sebagai tempap fertilisasi. Spermatozoa mengalami 
penetrasi dalam SSTs dimana permukaan plasmalemma spermatozoa berperan 
penting dalam pengenalan (rocognition) atau seleksi spermatozoa oleh epitel 
vagina.  Adanya imunoglobulin (A atau G) dipermukaan kepala spermatozoa hal 
ini menandakan adanya mekanisme immuno-recognition dari  spermatozoa yang 
adada di Utero Vaginal Juntion (UVJ).   
Persentase fertilitas telur pada IB dengan semen segar lebih tinggi karena 
motilitas progresif spermatozoa (80%) masih mendukung untuk sampai pada 
tempat fertilisasi dibandingkan semen dingin yang motilitasnya sudah menurun 
sebagaimana dijelaskan oleh Bakst and Dymond (2013) bahwa ketika 
spermatozoa dideposisikan ke dalam oviduct, maka beberapa hambatan seleksi 
harus diatasi sebelum mencapai infundibulum dan membuahi sel telur. 
Hambatan pertama terjadi dalam vagina dimana spermatozoa yang motil 
progresif tinggi yang akan menembus vagina, motilitas ini adalah faktor penting 
dalam seleksi spermatozoa dalam vagina. Menurutnya juga selain motilitas 
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spermatozoa, adanya komponen glikoprotein dalam membran sel berpengaruh 
dalam transportasi spermatozoa dan seleki melewati vagina menuju Utero 
Vaginal Junction (UVJ), Hambatan berikutnya adalah pelepasan spermatozoa 
dari SSTs menuju infundibulum dan interaksi dengan sel telur. Adanya 
penurunan angka fertilitas dari semen yang telah mengalami simpan dingin 
dimungkinkan adanya kerusakan membran sel spermatozoa akibat radikal bebas 
selama penyimpanan sehingga trasport menuju tempat fertilisasi juga terhambat 
(Gadea et al., 2007).  
Persentase fertilitas telur pada perlakuan IB dengan penambahan 
antioksidan glutathione dalam pengencer semen ayam dengan lama simpan 
dingin 8 jam menghasilkan fertilitas telur yang rendah, hal ini menunjukkan 
bahwa antioksidan glutathione dalam pengencer semen belum mampu 
memperpanjang masa penyimpanan spermatozoa secara in vivo. Breque et al, 
(2003) menjelaskan bahwa di dalam oviduct ada interaksi spermatozoa dengan 
SSTs untuk mencegah lipid peroksidase yang dipengaruhi oleh histologi dan 
histokimia pada kelenjar penyimpanan tersebut. Kondisi histologi ditandai 
dengan adanya zona alveolar pada SSTs baik di UVJ maupun di infundibulum 
memiliki glandula yang sama yang dapat ditembus oleh spermatozoa. Struktur 
tubular dari SSTs tersusun atas satu lapis sel polyhedric  yang besar dan berinti 
bulat, sebagain sel ini memiliki tipe non silia kecuali pada bagian atas tubulus 
dekat dengan mukosa vagina.  
Histokimia sel penyusun SSTs menggambarkan adanya variasi jumlah 
lipid dalam sitoplasma sel dari SSTs yang bergantung pada fungsional dari 
oviduct. Lipid yang ada adalah golongan kolesterol ester sebagai lipid kompleks 
yang terdistribisi sekitar supra dan infra nukleus dari sitoplasma. Lipid berperan 
dalam menjaga struktur integritas spermatozoa atau sebagai substrat metabilik 
spermatozoa. Adanya glikogen yang ditemukan melimpah dalam sitoplasma 
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SSTs ayam betina merupakan sumber energi selama penyimpanan spermatozoa 
sehingga dapat bertahan lebih lama dalam saluran reproduksi betina. Selama 
penyimpanan in vivo spermatozoa dapat terhindar dari peroksidsi lipid. Setelah 
ejakulasi selaput spermatozoa dilindungi secara temporer dari peroksidadi lipid 
oleh aktivitas antioksidan dalam plasma semen, namun setelah masuk dalam 
vagina dengan cepat digantikan oleh cairan yang disekresikan oleh oviduct 
(Breque, et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
